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摘要 :应用单细胞凝胶电泳技术研究了甲醛致 DNA断裂作用、作用机制以及断裂的修复.结果表明 ,甲醛在低浓度下可以诱导 DNA的断裂 ( P

< 0101) ;该断裂作用可以显著地被羟基自由基 (·OH)清除剂甘露醇和二甲基亚砜抑制 ( P < 0101) ,以及受到超氧阴离子自由基 (O·-2 )清除剂超

氧化物歧化酶 (SOD)显著抑制 ( P < 0101) ,但其抑制效果要弱于甘露醇和二甲基亚砜.甲醛引起 DNA断裂作用是通过活性氧自由基介导的 ,且

在 90 min时基本上可被完全修复.
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Abstract : The Formaldehyde2induced DNA breakage , its mechanism and repair was studied with single cell gel electrophoresis (SCGE) in the experiment. The

results showed that formaldehyde could induce DNA breakage at low concentration( P < 0101) ; the breakage could be inhibited markedly by mannitol , DMSO and

SOD , which were the scavenger of ·OH and O. -
2 ( P < 0101) . But the mannitol and DMSO was more powerful than SOD. It concluded that formaldehyde could

assuredly induce DNA breakage through ROS , and the breakage could be repaired completely in 90 minutes.
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　　甲醛 (formaldehyde , FA )是一种常见的装修型

化学性室内空气污染物 ,以其来源广、毒性大、污染

水平高、污染时间长等特点受到广泛关注.目前 ,已

有不少研究证实[1～4 ]甲醛可以引起 DNA2DNA的交

联以及 DNA2蛋白质的交联 ,但对其是否能够引起

DNA断裂 ,不同研究者尚未达成共识. O. Merk和 G.

Speit等对甲醛的遗传毒性作了多次研究却没有发

现甲醛具有断裂作用[2 ,3 ,5 ]
,张遵真等[4 ]以人的类淋

巴母细胞株 TK6 细胞为材料也得出同样结论.而袭

著革、鲁志松等[6～8 ]研究表明 ,甲醛可以引起 DNA

的断裂作用 ,并推测其可能是通过活性氧自由基引

起的该效应.基于本文欲进一步证实甲醛是否可以

引起 DNA断裂 ,以及该作用的机理 ,而不仅仅是探

讨甲醛的毒理作用的目的 ,故选择体外培养 Hela细

胞为材料 ,用单细胞凝胶电泳技术 (SCGE)研究甲醛

的致 DNA断裂作用 ,并通过用羟基自由基清除剂甘

露醇 (mannitol)和二甲基亚砜 (DMSO)以及超氧阴离

子自由基的清除剂超氧化物歧化酶 (SOD)与不同浓

度的甲醛共同处理 Hela细胞探讨甲醛引起 DNA 断

裂的作用机理.同时 ,用单细胞凝胶电泳技术探讨了

Hela细胞在去除甲醛后不同时间点对 DNA断裂的

修复作用.

1　材料与方法( Materials and Methods)

111　主要试剂和仪器

10 %的福尔马林 (Sigma) ,Hela细胞系 (购于武

汉大学中国典型培养物保藏中心) ,RPMI 1640培养

基 ( Gibco) ,新生小牛血清 ( Gibco) ,正常熔点琼脂糖
(NMA) ,低熔点琼脂糖 (LMA) ,十二烷基肌氨酸钠
(Amresco) ,二甲基亚砜 (Amresco) ,吖啶橙 (A. O) ,其
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它试剂均为分析纯.

低温冷冻离心机 (Sigma) ,DYY2Ⅲ型电泳槽 (北

京市六一仪器厂) ; DYY211B型三恒电泳仪 (北京市

六一仪器厂) ; BH22 型荧光显微镜 (Olympus) ; 1P4

英寸 150万相素 CCD(Sony) .

112　实验方法

11211　甲醛致 DNA断裂的实验　从培养箱中取贴

满瓶壁的 Hela细胞一瓶 ,用吸管轻轻吹打制备单细

胞悬液 ,然后分装于 6只带有标记的 115 mL离心管

中 ,依次加入甲醛使其终浓度分别为 5 ,715 ,10 ,15 ,

30μmol·L - 1
,并设一阴性对照组 (加蒸馏水) ,于

37℃水浴 60 min.单细胞凝胶电泳实验参照鲁志松

等和张遵真等[4 ,8 ]方法. ①制片 :在完全磨毛的载玻

片 (75 mm×25 mm)上铺第 1层 180μL (质量分数为

1 %)的正常熔点琼脂糖 (NMA) ,待其固化后铺第 2

层 60μL (质量分数为 018 %)的低熔点琼脂糖 (LMA)

和 40μL 细胞悬液的混合液 ,待其固化后铺第 3 层

100μL (质量分数为 015 %)的 LMA ,固化条件均为

4℃,10 min. ②裂解 :将制好的凝胶玻片放入冷的裂

解液 (215 mol·L - 1 NaCl , 011 mol·L - 1 Na2 EDTA , 0101

mol·L - 1
Tris , 1 %十二烷基肌氨酸钠 , 1 % Triton X2

100 , 10 % DMSO)中 ,4℃裂解 2 h. ③解旋 :从裂解液

中取出载玻片用蒸馏水漂洗 3 min , 去掉表面盐分.

然后将其放入电泳槽中 ,再将新配制的电泳缓冲液

(1 mmol·L - 1
Na2 EDTA , 013 mol·L - 1

NaOH)加入电泳

槽 ,约覆盖过载玻片 0125 cm ,静置解旋 20 min. ④电

泳 :室温下调节液面高低 ,置 25 V ,300 mA下电泳 20

min. ⑤中和 :将凝胶玻片取出后浸入 014 mol·L - 1

Tris缓冲液 (pH = 715)中 ,浸洗 30 min. ⑥镜检和拍

照 :用 20 mg·L - 1的吖啶橙染色 5 min ,双蒸水洗掉表

面染料 ,24 h内在荧光显微镜下观察并拍照.

11212　甲醛致 DNA断裂机制实验 　将按照 11211

方法制备的单细胞悬液 ,分装于 5 只带有标记的

115 mL离心管中 ,再向各离心管中加入甲醛和其它

试剂 ,使得最终每管中的成分分别为 0、10μmol·L - 1

甲醛、10μmol·L - 1甲醛 + 10 mmol·L - 1甘露醇、10

μmol·L - 1甲醛 + 12 mmol·L - 1
DMSO、10μmol·L - 1甲醛

+ 1 000 U·mL
- 1

SOD ,于 37℃水浴 60 min (其中的甲

醛浓度是根据 11211 的实验结果选择 ,即甲醛致

Hela细胞 DNA的断裂峰值) .自由基清除剂浓度根

据文献报道[9 ,10 ]选用 ,单细胞凝胶电泳实验操作步

骤同 11211.

11213　DNA断裂修复实验　将按照 11211 方法制

备的单细胞悬液 ,分装于 6只带有标记的 115 mL 离

心管中 ,再向 5只离心管中加入甲醛使其浓度为 10

μmol·L - 1 (浓度选择同 11212) ,另一只为对照组 ,所

有离心管均于 37℃水浴 60 min.染毒完毕后 1500

r·min
- 1离心 5 min去掉甲醛 ,并用 RPMI1640培养液

清洗 2次 ,尽量去除其中的甲醛 ,之后再向离心管中

加入含 10 %新生小牛血清的新鲜培养基 ,于 37℃水

浴中孵育 0、30、60、90、120 min.单细胞凝胶电泳实验

步骤同 11211.

113　实验数据的统计分析

对每一浓度的 50个细胞的迁移率进行分析.将

由 CCD拍摄的细胞 , 在电脑上用 CASP彗星图象分

析软件 (从 www1casp1of1pl 下载)自动分析.分析指

标为国际公认的尾部DNA百分率 (Tail DNA %)和尾

距 (Tail moment) .实验数据用 Origin 611统计分析软

件分析.

2　结果( Results)

211　甲醛致 DNA断裂作用及峰值

实验结果见图 1.由图 1可知 ,甲醛在低浓度 (5

μmol·L - 1 )时就可以引起 Hela细胞的 DNA断裂 ,表

现为尾部 DNA 百分率 ( tail DNA %) 和尾距 ( tail

moment)的显著增加 ( P < 0101) ,在 10μmol·L - 1时断

裂作用达到峰值.而随着浓度的进一步增加 ,尾部

DNA百分率和尾距又出现下降 ,表明在 10μmol·L - 1

以上时甲醛可引起交联 (DNA2DNA交联和P或 DNA2

蛋白质交联) .

212　甲醛致 DNA断裂机制的判断

实验结果见图 2.由图 2可知 ,加入羟基自由基

清除剂甘露醇、二甲基亚砜和超氧阴离子自由基清

除剂 SOD之后 ,甲醛所致的 DNA断裂作用明显减

轻 ,都表现出极显著性差异 ( P < 0101) ,但 SOD抑制

效应不如甘露醇、二甲基亚砜.该结果表明 ,活性氧

自由基在甲醛所致的 DNA断裂作用中起主要作用 ,

且羟基自由基比超氧阴离子自由基起的作用更大.

213　DNA断裂的修复作用

实验结果见图 3.由图 3可知 ,甲醛所致的 DNA

断裂作用 ,在去除甲醛之后随着时间的延长 ,断裂效

应也逐渐减轻 ,表现为尾部 DNA百分率和尾距的逐

渐下降 ( 30 min , P < 0105 ; 60、90、120 min , P <

0101) ,并且在 90 ～120 min上述指标基本不再发生

变化 ,说明在 90 min时 DNA断裂已经基本得到完全

修复.同时还可看到 ,在 90 min和 120 min时拖尾现
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象比空白组还轻 ,该现象可能是将贴壁细胞重悬时 造成的机械损伤所致.

图 1　甲醛致 DNA断裂及其峰值 ( 3 3 : P < 0101均是处理组与 0剂量组相比)

Fig. 1　The DNA breakage induced by formaldehyde and its peak point ( 3 3 : P < 0101 treated group compared with 0 control)

图 2　甲醛致 DNA断裂的机制
(A :空白对照 ;B :10μmol·L - 1甲醛 ;C :10μmol·L - 1甲醛 + 10 mmol·L - 1甘露醇 ;D :10μmol·L - 1甲醛 + 12 mmol·L - 1DMSO ; E:10μmol·L - 1甲醛 +
1000U·mL - 1SOD ; 3 3 : P < 0101 ,B与 A相比 ;C、D、E分别与B相比)

Fig. 2　The mechanism of DNA breakage induced by formaldehyde
(A :without formaldehyde ; B : with 10μmol·L - 1 formaldehyde ; C : with 10μmol·L - 1 formaldehyde and 10 mmol·L - 1 mannital ; D : with 10μmol·L - 1

formaldehyde and 12 mmol·L - 1 DMSO ; E:with 10μmol·L - 1 formaldehyde and 1000 U·mL - 1 SOD ; 3 3 P < 0101 ,B compared with A ;C ,D ,E compared

with B respectively)

图 3　DNA断裂的修复作用
(A:空白 ;B :10μmol·L - 1甲醛处理 ;C、D、E、F:分别为去除甲醛后修复 30、60、90、120 min ; 3 3 : P < 0101 ,B与A相比 ;C、D、E、F分别与B相比)

Fig. 3　The repair of DNA breakage
(A :without formaldehyde ;B :with 10μmol·L - 1 formaldehyde ; C ,D , E , F : REPAIR 30 ,60 ,90 ,120 min after formaldehyed removed ; 3 3 : P < 0101 ,B

compared with A :C ,D ,E ,F compared with B respectwely)
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3　讨论( Discussion)

311　甲醛浓度与 DNA损伤效应

甲醛是一种强反应性的小分子 ,可引起生物及

细胞的多种毒性.本实验发现 ,甲醛不仅可以导致

Hela细胞 DNA的断裂同时还可以引起交联.表现为

甲醛在低浓度 (5～10μmol·L - 1 )时 ,主要引起 DNA

的断裂 ;随着浓度的增加断裂作用逐渐加重 , 10

μmol·L - 1时达到峰值 ;此后随着甲醛浓度的进一步

增大 ,断裂效应反而逐渐减轻 ,表明在该浓度下甲醛

诱导了交联的产生.鲁志松等用口腔颊黏膜细胞为

材料 ,得到的甲醛的断裂峰值为 715μmol·L - 1
,与本

实验结果略有出入 ,这可能是所选细胞类型不同造

成的.本实验结果进一步证实 :甲醛在不同浓度下 ,

可以引起不同类型的 DNA损伤.

尽管 O. Merk , G. Speit 和张遵真等对甲醛的遗

传毒性作了一些研究却没有发现甲醛具有 DNA断

裂作用[2～5 ]
,而袭著革、鲁志松等[6～8 ]研究表明 ,甲

醛可以引起 DNA的断裂.本实验在前人工作的基础

上 ,进一步研究证实了甲醛的确可以引起 DNA的断

裂作用.将前人的工作与本实验深入比较 ,可知产生

两种截然相反的实验结果的原因是 O. Merk , G. Speit

和张遵真等在研究甲醛的遗传毒性时只局限在较高

浓度 (100μmol·L - 1以上) .与此相反 ,本实验探讨的

恰恰是低浓度甲醛的毒性效应 ,并得出 :甲醛浓度在

10μmol·L - 1以下时 ,随着甲醛浓度的增加 ,DNA断

裂作用越明显 ;在大于 10μmol·L - 1时 ,DNA断裂作

用却随着甲醛浓度的增加而减弱.因此 ,可以推断 ,

甲醛在小于 10μmol·L - 1时主要引起DNA断裂 ,大于

10μmol·L - 1时因交联的产生而断裂作用随之减弱.

这与前人得出的在高浓度时甲醛不能引起 DNA断

裂并不矛盾 ,而正是相吻合的.

312　关于甲醛致 DNA断裂作用的机制

尽管此前已有一些研究表明甲醛的致 DNA断

裂效应 ,并对该效应机制提出了一些推测 ,但目前为

止 ,本文作者还没有发现针对该效应机制的实验研

究.本文应用单细胞凝胶电泳技术对该机制进行了

研究 ,发现加入自由基清除剂可以显著地抑制甲醛

所致的 DNA断裂 ,并且羟自由基清除剂的效果明显

好于超氧阴离子自由基清除剂.这表明甲醛主要是

通过活性氧自由基 ,特别是羟基自由基来介导 DNA

断裂.目前已研究发现 ,甲醛可以通过以下 3种途径

产生活性氧自由基 ,引起氧化压力的增加 :①通过损

害生物或细胞内的抗氧化系统 ,如引起超氧化物歧

化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶等抗氧化酶

活性的降低 ,以及抗氧化物质如还原型 GSH的耗竭

等[11～13 ]
;②其作为一种亲电子剂 ,作为一种自由基

及弱氧化剂 ,进入机体或细胞后可发生类似 Fenton

反应的化学过程 ,作用类似于过氧化氢 ,产生羟基自

由基等强氧化剂 ,进而导致氧化应激对生物大分子

造成损伤[14 ]
;③甲醛进入细胞后可以打开线粒体上

的线粒体渗透性转运通道 ,降低线粒体膜电位 ,抑制

线粒体的呼吸作用 ,产生更多的活性氧自由基

(ROS) ,使得细胞或机体内的氧化压力增加[13 ]
.因

此 ,甲醛可以通过多种途径破坏机体的氧化平衡状

态 ,使得机体内的 ROS水平增加 ,进而对核苷酸进

行攻击产生 DNA断裂.

313　DNA断裂作用的修复

生物体或细胞总是暴露于各种各样的内源和外

源性的有害化合物 ,生物大分子受其攻击形成多种

类型的损伤 ,但生物在长期的进化过程中也形成了

多种修复系统用来监视并清除各种损伤[15 ]
.我们应

用单细胞凝胶电泳技术研究了 Hela 细胞对甲醛所

致DNA 断裂的修复作用 ,结果表明 , Hela 细胞对

DNA断裂损伤有较强的修复能力.张遵真等[16 ]对

H2O2 诱导的脾、肾、肝细胞 DNA断裂的修复作用进

行了研究 ,结果是肝细胞在 60 min时几乎完全修复 ,

而脾和肾细胞在 120 min时修复效应均较弱.马爱国

等[17 ]研究了 H2O2 诱导的淋巴细胞、Hela、GM1899、

Hep G2 细胞对 DNA断裂的修复能力 ,结果表明 ,Hela

细胞在 1 h就有 90 %以上的得以修复 ,而淋巴细胞

修复相对较慢.同样 ,A. R. Collins等[18 ]也证实 Hela

细胞可以在 1 h内基本完成DNA断裂的修复.因此 ,

我们可以得出 ,Hela细胞对 DNA断裂损伤具有较强

的修复能力.

4　结论( Conclusions)

1)本文实验结果进一步证实了甲醛的确可引起

DNA链的断裂 ,并且不同浓度的甲醛可引起不同类

型的 DNA损伤.

2)甲醛导致 DNA链的断裂主要是通过产生活

性氧自由基介导的.

3)甲醛所致的 DNA链的断裂在 Hela细胞中 30

min就可明显被修复 ,90 min就基本被完全修复.
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